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性分子であるポリフェノール類の多くは，in vitro ならびに in vivo において免疫調









機構を解析し，脱水素重合物  (dehydrogenation polymer : DHP) から構成される合成
リグニンモデルポリマーを作製した．近年，このモデルポリマーに human 
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第一章 酵素重合ポリフェノール  (enzymatically polymerized polyphenols : EPP) 
の免疫調整効果と T 細胞への影響  
EPP は，フェニルプロパノ
イド類  (caffeic acid : CA，
trans-ferulic acid : FA ，
trans-p-coumaric acid : CoA) 
を前駆体  (precursor) とし
て用い，過酸化水素の存在
下 ， horseradish peroxidase 
(HRP) によって酵素的に作
製し  (Fig. 1)，透析後に可溶
性高分子画分を得た．本章では，3 種類の高純度リグニン様 EPP (polymerized CA : 
pCA，polymerized FA : pFA，polymerized CoA : pCoA) を用いて，マウス脾臓細胞











Da 以上に重合した EPP は，IFN-γ
および GM-CSF の産生を誘導し
た  (Fig. 2A)．さらに，この作用
おける T 細胞の役割について解
析するため，磁気細胞分離法を
Fig.2.  Cytokine inducing effect of  EPPs on murine  
splenocytes.  
 
(A) C57BL/6 splenocytes were st imulated with various  
polyphenols (100 μg/mL).  (B) Splenocytes were  
pre- incubated with 1 μg/mL of anti-CD4 mAb or control  
isotype for 1 h,  and then exposed to various EPPs (100 
μg/mL).   After 48 h of incubation, the supernatant  was  
collected,  and the concentrat ions of IFN-γ  were determined 
by ELISA.  The values shown represent  the mean ± standard 
deviation, n = 3.  Significant difference from (A) untreated 
cells or (B) control IgG: **p  < 0.01;  ***p  < 0.001.  
Fig.1.  The structure of precursors and the proposed major 
structure of EPPs.  
 
R can be either H or OH. 
 
用いて T 細胞群を除去したところ，IFN-γ および GM-CSF 産生量は部分的に低下し
た．続いて，CD4 および CD8 に対する中和抗体を用いて各受容体の関与を検証し
たところ，CD4 の機能抑制によりサイトカインの産生量が一部減少した  (Fig. 2B)．





第二章 EPP の免疫賦活活性における異種細胞間相互作用の影響  
本章では EPP のサイトカイン産生誘導効果への抗原提示細胞の関与について in 
vitro にて解析した．まず，EPP が CD4 陽性 T 細胞から直接サイトカイン産生を誘




ったが，腹腔常在性細胞から強い TNF-α 産生が認められた．  
マクロファージ，B 細胞に富む腹腔常在性細胞から TNF-α 産生が誘導されたこ
とから，EPP が自然免疫活性化能を有している可能性が示唆された．そこで，機能
性 T 細胞ならびに B 細胞を欠損した SCID マウス由来脾臓細胞に対する EPP の作















顕著な IFN-γ 産生が認められた  (Fig. 3)．また，
T 細胞と抗原提示細胞間の物理的な接触を阻
害するため，LFA-1，ICAM-1，CD28 などの接
Fig.3.  IFN-γ synthesis induced by EPPs 
was mediated by both antigen 
presenting cells and T cel ls.  
 
C57BL/6-derived resident  peri toneal 
cavity cel ls (PCCs),  purified T cel ls  
isolated from splenocytes,  and an equal  
volume mixture of PCCs and T cells were 
st imulated with various EPPs (100 μg/mL) 
or Pam3CSK4 (Pam3) (0.5 μg/mL).   
After 48 h,  the supernatants were 
collected,  and the concentrations of IFN-γ  
were measured by ELISA.  The values  
represent  the mean ± standard deviation, n 
= 3.   Significant  difference between 
PCCs or T cells and the mixture of these 






第三章 EPP の経口投与による抗腫瘍効果および NK 細胞活性化作用  
これまでの結果から，EPP が in vitro における強力な IFN-γ インデューサーとな
ることが明らかとなったが，食品中のリグニン類を機能性分子として応用するた
めには，経口投与における効果を検証する必要がある．そこで本章では，EPP の








次に，B7-P815 肥満細胞腫を移植したマウスに CA および pCA を自由飲水形式で
















昇した  (Fig. 5)．  
また，CA ならび
に pCA の消化管に
Fig.4.  Tumor inhibitory effect of  caffeic acids.  
 
(A) CA or pCA dissolved in dist i lled water (500 μg/mL) were admin istered ad 
libitum dai ly with drinking water to DBA/2 mice from 9 d before tumor 
inoculation.   B7-P815 cel ls  were s.c. inoculated into the right  groin of DBA/2 
mice on d 0.  CAs were further administered ad l ibi tum  t i ll  d 21.   
Cyclophosphamide (CY) was administered i.p.  on d 7 as a posi tive control for  
tumor growth inhibit ion.  Tumor sizes est imated once every 3 d are shown in 
mm2.  Significant  differences from control mice: *p < 0.05;  ***p < 0.001,  (n = 
8).   (B) Direct  effect  of CAs on the growth of B7-P815 cel ls was examined in  
vi tro .   B7-P815 cel ls were st imulated with CA or pCA (0–100 μg/mL).  After 
24 h, relat ive numbers of living cel ls were est imated using the MTT assay.   The 
vert ical axis shows the percentage of living B7-P815 cells,  calculated as a rat io 
of the untreated cells  (n = 3).   Significant  differences from untreated cel ls  
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Fig.5.  Immunomodulating effect of  orally administered pCA. 
 
Splenocytes were isolated from C3H/HeN mice administered CA or pCA in 
drinking water (500 μg/mL) ad l ibitum for 10 d.   (A) Splenocytes were 
treated with saline (control) or a combination of PMA (20 ng/mL) and 
ionomycin (1 μM) (PMA/i).   After 48 h,  the supernatants were collected, 
and the concentrat ions of IFN-γ  were measured by ELISA.  The values  
represent  the mean ± standard deviation,  n = 9.   Significantly different  
from water-administered mice:  *p < 0.05.   (B) Splenocytes  were isolated 
from C3H/HeN mice administered CA or pCA in drinking water (500 μg/mL) 
ad l ibitum for 14 d.  PKH-26-labeled YAC-1 targets and splenocytes as 
effecter cel ls were co-incubated for 24 h (effector cell to target  cel l rat io = 
100:1 or 50:1).  Viabili ty of the target  cells was assessed based on TP3 
uptake by using FACS.  The values represent  the specific percentages of 
cell death.   The values shown as mean ± standard deviation,  n = 3.   






成リグニンモデルポリマーを用いた解析が行われており，HIV や HSV に対する抗ウ
イルス効果が認められている．一方，これらの分子の宿主免疫系に対する作用に
ついては未だ不明な点が多い．そこで本研究ではリグニン類の免疫系への作用を
解 明 す る こ と を 目 的 と し ， リ グ ニ ン 様 可 溶 性 酵 素 重 合 ポ リ フ ェ ノ ー ル 




第一章 酵素重合ポリフェノール(EPP)の免疫調整効果と T 細胞への影響 
EPP は，フェニルプロパノイド類 (caffeic acid : CA，trans-ferulic acid : FA，
trans-p-coumaric acid : CoA) を前駆体 (precursor) として用い，過酸化水素
の存在下，horseradish peroxidase (HRP) によって酵素的に作製し，透析後に可
溶性高分子画分を得た．本章では，3 種類の高純度リグニン様 EPP (polymerized 
CA : pCA，polymerized FA : pFA，polymerized CoA : pCoA) を用いて，マウス
脾臓細胞の応答性について，サイトカイン産生量を指標とし，in vitro で解析し





第二章 EPP の免疫賦活活性における異種細胞間相互作用の影響 
EPP のサイトカイン産生誘導効果の分子機構を解明するために，マウス脾臓細胞か
ら T 細胞を精製し EPP で刺激したところ，この作用を示さなかった．次に，数種
の臓器から細胞を得て活性化能を比較検討したところ，EPP 刺激によって胸腺細胞
ならびに骨髄細胞から有意なサイトカイン産生は認められなかったが，腹腔常在
性細胞から強い TNF-α産生が認められた．さらに，機能性 T 細胞ならびに B 細胞










示細胞と T 細胞間の物理的な接触と，続いて生じる T 細胞の活性化により制御さ
れていることが明らかとなった． 
 
第三章 EPP の経口投与による抗腫瘍効果および NK 細胞活性化作用 
EPP の in vivo における免疫賦活効果を検証することを目的として，pCA をマウス
に経口投与し，担癌マウスにおける腫瘍増殖抑制効果ならびに脾臓細胞における
NK 細胞活性を評価した．まず，B7-P815 肥満細胞腫を移植したマウスに CA および
pCA を自由飲水形式で経口投与したところ，腫瘍の増殖抑制効果を示すことを見出
した．さらに，CA および pCA を自由飲水形式でマウスに経口投与し，脾臓細胞に
おける免疫応答性を評価したところ，pCA 投与群において IFN-γ産生能ならびに
NK 細胞活性が有意に上昇した．また，CA ならびに pCA の消化管における吸収効率
を評価するため，糞中の総ポリフェノール量を測定したところ，経口投与した pCA
は糞中への排泄率が高く，CA と比較して吸収率が低いことが明らかとなった．ま
た消化管内で pCA が CA に分解される可能性を検討するため，LC/MS を用いて尿中
の単量体 CA の有無を解析したところ，pCA 投与マウスの尿中単量体 CA 量は検出限




し，経口投与においても IFN-γ産生能ならびに NK 細胞活性の上昇が認められたこ
とから，免疫賦活活性を持つ機能性食品としてセルフメディケーションに利用で
きる可能性のあることが示唆された．これらの成果は，重合ポリフェノールの新
たな機能性を見出したものであり，博士（薬学）にふさわしいものと評価する． 
 
 
 
